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論 文 内 容 要 旨
ク リブ トス ボリジウム症 は、AIDS患 者 における二次感染 症 として、カ リニ肺炎 とと ともに注 目され
るようにな ったが、 その研究 の歴史は古 く、1907年 にTyzzerが マウスの 胃腺 に寄生す る球状 の虫 体 を
伽fo5po磁fロmm画5と 命 名 した のが は じま りであ る。1980年 以 前 には、(1碗'05por1伽mは 動物 や
ヒ トでは まれ な 日和見病原 体 と考 え られて いたが 、 玉980年以降 、哺乳動物、とくに子 ウシや ヒ トの 下
痢症、 な らびに鳥類の呼 吸器病の原因 として、頻 繁に報 告 される ように な り、 医学的に も産業 的 にも
重要 な寄生虫病 と して認識 され ている。
αγp'卿oガ`加加はア ピコ ンプ レックス門、胞子虫綱、 コクシ ジウム亜 綱、真 コク シジ ウム 目、アイ
メリア亜 目に属 する寄 生原 虫で、 ヒ トを含めた哺乳 類、鳥類、爬 虫類か ら魚類 に至 る幅広 い宿主域 を
もっ。cザ μ05porゴ(加mは、 当初 は他の コクシ ジウム同様 宿主特異 的である と考 え られ ていた ため、検
出 された動物 種毎 に種 名がつ け られて きたが、その後 の研究 でαアμ05p面 伽mの 宿主特 異性 はか な り
ゆ るやかで あるこ とが明 らかに な り、現 在では、哺乳類 に感 染す るもの として、 αpar四加とαm囲5、
鳥類 に感染す るもの として αb∂f1曙fとαmeleagn伽 の4種 が種 として認め られ ている。
わが国で も、 ク リプ トスボリジウム症 の症 例報告がい くつか あるが、その うちニ ワ トリに関 しては、
1984年 に板倉 等が一般 の養鶏 場か らαッp`卿 αゴdfロmを分離 し、 その生活環 の い くつか を記述 してい
る。 しか しなが ら、種 を同定 するには至 ってお らず、単 にσpar田mと 微細構造 が類似 していた と して
い る。 その 後、Cuτrent等は、;れ をαbθf1卿0であ ろ うと考 察 して い るが、αbaf1碗 に関 す る彼 等 の
報告 と板倉等 の報告 とでは、い くっかの点で違いが あ り、依然 と して種 は明 らかに な ってい ない 。
本論 文 では、 この(勿 μ05poゴ`蜘mに 関 して以下 の検索 を行 なった。まずは じめにオ ーシ ス ト検 出法
について検討 し、次いで感染 に及ぼすオーシ ス ト接種量、 オーシス ト保存 、ニ ワ トリ品種の影響 に つ
いて検索 し、 また、 発育鶏卵 に よる培養条 件の検 討 、0ρar則 切との抗原 性状の此較 を行 な った。そ し
て、生 活環 、 寄生 部位 お よび形 態か ら新種 α アμ05ρ副 伽 加∫∫誼㎜ ゴと命名 した 。 さ らに生 活 環 の様
式 や形 態 に基 づいて、 コクシジウムの進化、系統発生 にっ いて考察 した。
第1章 オー シス ト検 出法 の検討
クリプ トスボ リジ・ウム症 の診断 に最 も有効 な手段 は、糞便 中に排 出 されるオーシ ス トを検 出す るこ
とで ある。 ここでは、 これ まで にオ ーシス ト検出法 と して報告 され ているK:inyoun抗 酸 染色法 とシ ョ
糖浮遊 法 にっいて比較検討 した。
KinyQun染 色 は、オ ーシス トを検 出 しや すい とい う点で優れ ているが、オ ーシス ・ト以 外の もの も赤
く染 ることが ある。 また、糞便塗沫 であ るため、定量的 な検 出にはむかず、硫酸で脱色 す る間に、 オ
ーシス トが変形 す る場合 もある
。
シ ョ糖浮遊法 は、定量的、形 態的な観察が可能 で、迅速 に行 なうこ とがで き、オ ーシス トの識 別 も
比較 的簡単 である。従来、 シ ョ糖 浮遊 法 では低倍 でオーシス トを識 別するこ とはで きない とされ てい
たが、開 口数 の低い対物 レンズ を用い ることによ り低 倍で も十分 にオーシス トを識別 で きるこ とが明
か とな り、糞 便中の αッp'05poが伽 π2オー シス ト検 出法 としてのシ ョ糖 浮遊 法の有効性 が強調 された。
第2章 感染 実験条件の検討
1.オー シス ト接種 量の影響
ニ ワ トリ消化管 内に おけるα:アμ05pO誼 加mの 消 長 に及ぼす接種 オーシ ス ト数 の影響 を検討 した。1
日齢 アーバー エーカープ ロイ ラーに1.6×106個 な らびに2.0×1①2個オーシ ス トを経 口接種 した 後、経
時 的に 回腸、 盲腸、結腸、総 排泄腔、 フ ァブ リシウス嚢 を採取 し、SEMな らびにTEMに 供 した。各臓
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器の走査電顕所 見よ り、0～4の 感染 スコアー をつけた。
明 白前期 間は4～5日 同、明 白期 間は、オ ーシス ト接種後5日 目か ら25日 目まで であ った。寄 生部
位は回腸、盲腸 、結腸 、総 排泄腔、 フ ァプ リシウス嚢 で、接種 オーシス ト数 によ らず一定 していた(図
1、2)。 各部位 の感染 ピークは下 部消化管 にい くにっれ て遅 れて 出現 す る槙 向に あち た。また102個
オ ーシス トを接種 した場合、10`個 接種時 よ りも感染 ピークが遅 れ て出現 す る傾 向 にあ った。10`個オ
ーシス トを接種 した場合
、 どの部位 において もっねに、 メ[〕ン トが最 も多 く観 察され た(表1)。 また、
オーシス ト接 種後2日 目には、 回腸 ですでにオーシス トが観察 され た。
これ らの結果か ら、(物P雌poガ 伽 加感 染にお いては、脱殻 によ り生 じたス ボ ロゾ イ トのほ とん どが
回腸に侵入 して、 自家感染 ステージに より生活環 を繰 り返 しなが ら徐 々に下降 して い くこ と、 フ ァプ
リシウス嚢では内容物の移動 がほ とん どないため、 ひとたび感染 が ピークに達す る と、長 期間 にわた
り強い感染が継続す ることが示唆 された。
2.オ ーシス ト保存の影響
αypの5p面 伽 加オ ーシス トの 保存に は、 通常 、酬me舶 オーシ ス トの保存 に用 い られて いる25%重
クロム酸 力 りウ ム溶 液 が 用 い られ てい る。 これ まで、2.5%重 ク ロム酸 カ リウ ム溶液 中4℃ で、
αγμα脚 がd加加オー シス トは少 な くと も1年 は感染性 を維 持す ると言 われ てきたが、オーシ ス トの感
染可能期 間に関する具体 的 なデー タはない。 そこで、オー シス トを2.5%重 ク ロム酸 カ リウム溶 液中、
4℃ で保存 し、ニ ワ トリに対す る感染 性の変化 を調べた。オ ーシス ト保存期 間は3、12、18お よび23
ヵ月、接 種オ ーシス ト数は それ ぞれ5×105個 と した。オ ーシス ト接種後11日 自に回腸、 盲腸、 結腸、
総排泄腔、 フ ァプ リシウス嚢 を採取 し、SEMに よ り感染 ス コアー をつけた。
オーシス トは少 な くとも18ヶ 月間は感染 性を維 持 したが、23カ月目には完全 に感染 性 を失 って いた
(図3)。 オーシス トの保存 に ともない、感染 部位が限局 され、 また、寄 生が認 め られ た部 位では 、感
染 スコアーが低 くなる傾向に あった。こ うした保存に ともなう感染性 の低下 は、基本的 には生存オ ーシ
ス ト数 の減 少に よるもの と思われ るが、オーシ ス トの保存 にともない、感染 部位が限 局 された こ とか
ら、単 に生存 オーシ ス ト数 が減少 するだけでな く、オー シス ト自体 の性状 も変化す る可能 性が示唆 さ
れた。
3.ニ ワ トリ品種 の影響
伽 妨 ρ面 伽 加においては、 ウシの品種 によ りαρar四加に対 す る感受性 がこ となる ことが、最近 の
研究 で示唆 されてい るが、αフμαψoが`加加感染 に対す る感 受性のニ ワ トリ品種 間差 にっい ては知 られ
てい ない。 そこで、C}アμ05p面 伽 加感染 に対 する感受性 のニ ワ トリ品種 間差 を調べ た。実験 には、1
日齢 アー パエー カブロイラーな らびに1日 齢 シ ェーバー レイヤー を供試 した。接種 オーシ ス ト数 は、
1羽 あた り1.o×105個 とした 。オ ーシ ス ト接種後2、3、4、5週 間 目に各群3羽 ずっ屠殺 し、ラ ァ
プ リシ ウス嚢 あた りのオーシス ト数 をもとめ た。
ブ ロイラーではオ ーシス ト接種後2週 間 目に、 フ ァプ リシウス嚢 あた り10`個台 の オーシス トが認
め られ、 その後次第 に減 少 し、4週 間 目にはオーシス トは消失 した(図4)。 一方 、 レイヤ ーでは、オ
ー シス ト接 種後2週 間 目に10咽 台 のオ ーシス トが認 め られ た後 、徐 々に減 少 したが、 オーシ ス ト接
種後5週 問 目で もlo`個 のオーシ ス トが認 め られ、 ブ ロイ ラー よ りも長 く感染が継 続す る ことが明 ら
か と な った 。 本 実 験 で は 単 に2品 種 間 の 比 較 しか 行 わ な か っ た が 、 ニ ワ トリ に お い て も
伽 ∫05po万d加m感染に対す る感受性 に品種 間差 があ ることが 示唆 され た。
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4.発育鶏卵 での培養
コクシ ジウ ムのinvitr。での培養法 が ない現 在、 発育鶏卵 内培養 は抗 コクシジ ウム剤 の ス ク.リー ニ
ンク系 として極めて有効 で ある。αッμo脚h曲 加の発育 鶏卵培 養につ いて は哺乳類の σpamln1と 鳥類
の σδ紐夢 が発育 鶏卵 内 で生活環 を完 成 させ る ことが明 らかに されて いる。実 験には欝卵11日 目の 白
色 レクホー ンイワヤ系 り発育鶏卵 を供試 した。接種物はオ ーシス トあるいはスボ ロソ イ トとし、 それ
ぞれ105個 を尿液 腔内 に接種 した。 オーシ ス ト接種 後連 日漿 尿膜 を採 取 し、SE箪 な らびにTEMに 供 し
た。
発育 鶏卵の漿尿膜 では、接種後5日 目か ら虫体が認 め られ、8日 目にはス コア4と 極 めて多数 の虫
体が観 察 され た(図5)。 オー シス トを接種 した場合には虫 体の寄生 は認 め られ なか った。7日 目と8
日 目のステー ジ構 成を見 ると、ニ ワ トりに感染 させた場合 と同様、 メロ ン トが最 も多 く観察 され、 ま
た、 オー シス トが認 め られ たことか ら、スポ ロゾ イ ト接種 によ り発育鶏卵 内で生活環が完 成す るこ と
が 明か とな った。αb躍 卿 の 場合 にはオ ーシス ト接種 に よ り発育鶏 卵 内で生活環 を完 成 させ る と報告
され ているが 、本実験 に供試 した 伽 雌pα 畑 管切は、 オ ーシス ト接 種 では虫 体 の発 育 は見 られず 、
Cbaileyiオ ーシス トとは性状が異 なるこ とが示唆 され た。
第3章 生活環 の解 明
第2章 で明 らかに した感染実験条 件 をもとに、 αγpめ卵α溜 ㎜ の生活 環の解明 を試 みた。
観 察 され たメロ ン トはすべ て8個 のメ ロゾイ トを含 んでお り、 メロゾイ トの形態か ら2つ の タイブ
に分け、 出現 する順 に1型 メロン ト、H型 メ ロン トと した(写 真1、2}。 各ステ ージの出現 時間 は、
1型 メロン トオ ーシス ト接種後24時 問 目、 ∬型 メロ ン トは60時 間 日、マ クロガモ ン トな らびに ミク ロ
ガモ ン トは36時 聞 目、 オーシス トは48時 間目であ った。
これ らの結果か ら考 え られ るαアp`α脚 怠伽 加の生活環 を模 式図 で示 した(図6)。 オー シス トは経
口的に摂取 された後 、胆汁 の作用 によ りスポ ロゾイ トを放 出す る。スポロゾ イ トは宿主細 胞に侵入 し、
トロフ ォゾイ トを経て、 まず は じめに8個 のメ ロゾィ トを含む1型 メ ロン トとなる。1型 メ ロゾ イ ト
か ら放出 され たメqゾ イ トは1型 メoゾ イ トの形 成を繰 り返 し、 また一 部はマ クoガ モ ン トな らびに
ミク ロガモ ン トに分 化す る。形成 され たオーシス トは壁 の薄い もので、 消化管内で壊れ てスボ ロゾイ
トが放出 され る。このズボ ロゾイ トか らH型 メ ロン トが形 成 され、最終 的に壁の厚 いオーシス トとな
り、糞 便 中に排 出 されて新た な宿主 に感染す る。 また、壁 の薄いオ ーシス ト由来の スボロゾイ トは、
再 び1型 メ ロ.ントになる可能性 も考 え られる。
伽 歓脚 ∬漉伽 の同定 はお もにオ ーシス トの形態 、寄生 部位、生活環 、な らびに宿主特 異性 をも と
に 行わ れて い る。本 実験 で供試 した(勿Pfo5pO㎡ 伽 辺は、 これ まで鳥類 の αアpご05pαゴ4fμ切として確立
してい る2っ の種 αb誼 卿'とαmde卿 騰 とは異 な る性状 を示 した ので、 本原 虫 を分離 した北海 道
大学獣 医病理学教室 の板倉教授 にちなんで、新種 αアμ05po1ゴ(掬甜`a如1別'と命名 した。
第4章 抗原性状 の解 明
αッp`05ρoゴ伽m加kロ 溜 の抗 原性 状 を明 かに すべ く、 ス ポロゾ イ トに対 す るモ ノク ロー ナ ル抗 体
を作製 し、 ウシか ら分 離 したαρ鯉 加との交差反応 性 をIFAに よ り調べ た。得 られ たモ ノク ローナ ル
抗 体 は7ク ロー ンで、 いずれ もα∫∫a肋面 スポロゾ イ トと反応 した が、αp8r四 励ス ボロゾ イ トとは反応
せず、 σff誼uヱa雌特異抗原 をもっ ことが明か とな った。
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第5章 進化系統 学的考察
原生動物の祖 先は、光合成能 と同時 に動 物的 な運動性 をもっ植物 性鞭毛虫で、 その うちの ある もの
が突然変異 によ って色素体 を失 って光 合成 能の ない動物性鞭毛虫 とな り、 さらに、 い くつか のものは
他の生物 に寄 生す ることによ り栄養 を得る ようになって、胞 子虫類に至 った とする説 が ある。これ ら.
の原始 的な胞 子虫類は ひとっの宿主 内でなかば共生 のよ うな形 で 自然感染 を繰 り返 し、やが てオーシ
ス ト形 成能 を獲 得 して他 の宿 主 に感染 する ことが可 能に な り、その うち のあ るものが αアμ05po∫ゴd肋}
と して確 立 した と考 え られる。 そしてオー シス トの強度 を増すべ くスボロシス トが形成 される ように
なる と同時に、宿 主の生物 学的隔離等 によ り次 第に宿主域がせば め られ、 それが極度 に進 んだ ものが
創meが ∂や1ε05porθであ ると思 われ る。一 方、宿 主域が せばめ られてい く中で、い くつ かの ものは 生活
環 の一部 を他 の宿主で営む ようにな り、二宿 主性 さ らには偏性二 宿主 性の コクシジウム として確 立 し
てい った と考え られる。この よ1うに(勿pω ∫porfdノ伽 は コクシシジ ウムの 中で最 も原 始的 な もの であ る
と思われ る(図7)。
総括
本論文 では、第1章 においてオーシ ス ト検 出法 の検討 を行い、 シ ョ糖浮遊法 が最 も有効 であ るこ と
を示 し、第2章 では感染 実験条件の検討 を行 い、寄生部位 は回腸、盲腸 、結 腸、総排泄 腔、 フ ァブ リ
シウス轟で、オ ーシス ト接種量に影響 され ないこ と、オーシス トは2.5%重 クbム 酸 カ リウム溶液 中4
℃で保存 して18ヶ 月は感染性 を維持す るこ と、感染期 間はニ ワ トリめ品種 によ り異な るこ と、ス.ポロ
ゾイ ト接種に よ り発育鶏 卵培養が可能 である ことを明 らか に した。第3章 では、生活瑠 を詳細 に明 ら
か に し、 αわa〃の・fやα鵬1ea8㎡df5と 生活環 が異 な るこ と を明 かに し、我 が国 で ニ ワ トリか ら・分離 さ
れ たσリワ'o砂orfd加1を 新 種0妙p`α ψoが(加π1∫撤!」ra1とし て 同 定 し た 。 そ し て 第層4章 に お い て
σ吻如 謝が αpa川 枷 とは異 なる抗原 性状 をもっ こと を明 らかに し、 また、第5章 におい て コクシジ
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図1消 化管 内 にお け るCryptosporidiumの 消長 図2
106個 オー シス ト接 種 時
A:回 腸,B:.盲 腸,C:結 腸,D:総 排 泄 腔,






















































































































5醤 鴇 聾 齢


































































































オ ー シス ト















































審 査 結 果 の 要 旨
本 論 文 は,動 物 の寄 生 原 生 動 物 で,し か も ヒ トと動物 に共 通 の病 原 性 を しめ す こ とが 知 られ て
い るCryptosporidiumに 関 す る研 究 で あ る 。 第1章 で は,動 物 生 体,と くに ニ ワ ト リか ら の
Cryptosporidiumを 検 出す る方 法 の検 討 を お こな った 。 これ ま で 光 学 顕微 鏡 の 低 倍 率 拡 大 で は 識
別 が 困 難 と され て い た シ ョ糖 浮 遊 法 に よ って精 製 され た試 料 か ら,Cryptosuporidiumの オ ー シス
トを 明 確 に検 出 す る簡 便 法 を 開発 し,本 法 は,Cryptosp。idiumの オ ー シス トの 野 外 調 査 に有 効 で
あ る こ とを示 した。第2章 で は,Cryptosporidiumの 感 染 実 験 の 条 件 を 検討 した。す な わ ち ニ ワ ト
リ消 化 管 内 に お け るCryptosporidiumの 消 長 と,そ れ に 及 ぼ す接 種 オ ー シ ス ト数 の影 響 を 検 索 し,
寄 生 部位 は,接 種 オ ー シ ス ト数 に よ らず一 定 して い る こ とを 発 見 した 。 ま たCryptosporidium感
染 は,回 腸 に は じま り,自 家 感 染 ス テ ー ジ に よ り生 活 環 を繰 り返 しな が ら下 部 消化 管 に移 行 して
い く こ と,フ ァブ リシ ウ ス嚢 で は,ひ とた び感 染 が ピー クに 達 す る と,長 期 間 にわ た り強 い感 染
が継 続 す る こ とを 世 界 で 初 め て指 摘 し,そ の理 由の1つ と して 内 容物 の移 動 が ほ とん どな いた め
で あ ろ う ことを 考 察 した 。 また 当該 原 生 動 物 の オ ー シス トの保 存 可能 期 間 を検 討 し,保 存 に と も
な う感 染 性 の 低 下 が,単 に 生存 オ ー シ ス ト数 の 減 少 に よ る もの で は な く,オ ー シ ス ト自体 の 性 状
が変 化 す る可 能 性 を 示 した。 また ニ ワ トリの 品 種 に よ ってCryptosporidium感 染 に 対 す る 感 受 性
が異 な る こ とを 明 らか に し,こ の よ うな感 受 性 の相 違 が,ニ ワ ト リ品種 毎 の免 疫 能 の差 異 に 起 因
す る こ とを 考察 した 。一 方,発 育 鶏 卵 内にCryptosporidiumの ス ポ ロゾイ トを 接種 して 培 養 した
とこ ろ,オ ー シ ス トの存 在 が 確 認 され,invitro培 養 に よ って本 原 生 動 物 の 生 活 環 を 完 成 す る こ と
に成 功 した 。 この こ とは我 が 国で は 最 初 の成 功 例 と して 高 く評 価 され る。 さ らに,こ れ らの 接種
オ ー シス ト数 に よ り寄 生 部 位 が な らび に動 物 生体 か らの オ ー シス ト採 取,精 製 法 の 検 討 を お こ
な った 。 これ らの業 績 は,今 後,本 原 生動 物 の 生物 学 的 性 状 の解 明に 大 き く寄 与 す る もの と評 価
され る。 第3章 で は,こ れ ら の実 験 条 件 を も とに,当 該 原 生 動 物 の生 活 環 の 解 明 を お こな い,本
Cryptosporidiumが,鳥 類 のCryptosporidiumと して確 立 して い る種 とは 異 な る生 活 環 を もつ こ と
を 明 らか に した 。 これ ら の成 績 か ら,本 原 生動 物 は,最 終 的 に新 種 と 同 定 し,Cryptosporidium
itakuraiと 命 名 した 。 さ らに第4章 では,ス ポ ロゾ イ トに 対 す るモ ノ ク ロー ナ ル 抗体 を作 製 し,当
該 原 生 動物 の虫 体 に は,特 異 抗 原 が存 在す る こ とを 明 らか に した 。 第5章 で は,生 活 環,宿 主 特
異 性 な ら び に 形 態 学 的 な 知 見 を も と に,コ ク シ ジ ウ ム の 系 統 発 生 に つ い て 考 察 を 加 え,
Cryptosporidiumを 最 も原 始 的 な コク シ ジ ウ ムの ひ とつ と して位 置 付 け た 。
この よ うに本 研 究 は,ニ ワ トリCryptosporidim症 臨床 診 断上 の 改 良 に貢 献 す る と ともに,新 た
な ニ ワ ト リCryptosporidium種 で あ るCryptosporidiumitakuraiの 存 在 を 明 らか に す る と同 時 に そ
の 生 活 環 と生 物 学 的 性 状 の い くつ か を記 載 し原 生 動 物 学 の進 歩 に 寄 与 す る もの で あ る。 この こと
は 動物 寄 生虫 学,と くに 動 物 微 生物 科 学 の研 究 に大 きな 進 歩 を 与 え,さ らに 動物 生産 の拡 大 に著
し く貢 献す る も の と期 待 され る。 よ って審 査 員 一 同 は,本 論 文 提 出 者 が博 士(農 学)の 学 位 を授
与 され る資 格 に十 分 な資 格 を 有 す る もの と認 定 した 。
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